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MICRODOSAGE DU CALCIUM UaNS VHÉMOLYMPHE 
DU SCORPION ANDROCTONTIS AUSTRALIS (L.) 

Par M. GOYFFON et il. R1DET 


Introduction. 

Dans le cadre de l’étude générale des réactions des Arachnides aux agressions 
par les radiations ionisantes ( 9 , 11 ) nous avons étudié, à titre d’élément de réfé¬ 
rence, le taux du calcium dans l’hémolymplie du Scorpion Androctonus austra- 
lis (L.). 

Les méthodes colorimétriques ou titrimétriques de dosage du calcium sont 
très nombreuses. La difficulté de saisir le virage d’un indicateur coloré en micro- 
titrimétrie nous a incités à rechercher de préférence une micro-mcthode colo- 
rimétrique. En particulier, l’acide chloranilique se combine avec le calcium 
pour donner du chloranilate de calcium insoluble. Ce précipité est traité par 
l’EDTA sodique qui complexe le calcium et libère ainsi l’acide chloranilique 
de couleur violette. Cette coloration, très stable, peut être utilisée pour un dosage 
spectrophotométrique, à 520 m(i.. C’est cette technique que nous avons employée, 
adaptée en ultramicrométhodc ( 10 , 12 ) sur une prise d’essai de 40 pi d’hémo¬ 
lymphe. 11 faut noter que cette méthode ne doit pas être utilisée dans le cas 
d’un prélèvement sur fluorure de sodium. 


Matériel — méthodes. 

1. — Le dosage a été effectué chez 69 sujets, 35 mâles et 34 femelles d’un 
poids variant de 2,44 g à 12,10 g, régulièrement alimentés avec des vers de farine 
(Tenebrio rnolitor ), et placés dans des conditions d’élevage identiques. L’hémo- 
lymphc est prélevée par ponction dorsale entre les 5 e et 6 e segments, et centri¬ 
fugée 5 mn à 10 000 tours/mn. Le dosage suit immédiatement le prélèvement. 

2. — Pratique du dosage : 

a) principe : le calcium est précipité par l’acide chloranilique. Après lavage 
à l’aclool isopropylique, le chloranilate de calcium est dissous dans une solu¬ 
tion de sel sodique de l’EDTA. Le calcium est bloqué à l’état de complexe par 
l’EDTA, ce qui libère le chloranilate de sodium coloré en rose violet. La colo¬ 
ration est stable et sc prête à un dosage colorimétrique. 

b) réactifs : 

R I : solution d’acide chloranilique prête à l’emploi (Biolyon). 

R II : solution d’EDTA sodique, prête à l’emploi (Biolyon). 

R 111 : alcool isopropylique à 50%. 
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R IV : solution étalon de calcium à 300 mg/litre : faire dissoudre 0,7491 g de 

C0 3 Ca p.p.a. dans 27 ml de C1H N. Compléter à 1 1 avec de l’eau distillée. 

Conserver au frais, en flacon bouché à l’émeri. 

c) technique : dans un tube en polypropylène de 550 (jtl mettre 40 p.1 d’hémo¬ 
lymphe, et 40 (jil de R I. Agiter, et laisser reposer 30 mn au moins. Centrifuger 
5 mn à vitesse élevée. 

Éliminer le surnageant avec du papier filtre en respectant le culot. Remettre 
alors le culot en suspension dans 200 (il de R III. Agiter et centrifuger comme 
plus haut. 

Éliminer le surnageant en retournant le tube sur un papier filtre. Essuyer l’inté¬ 
rieur du tube au papier filtre, en respectant toujours le culot. Reprendre alors 
le culot par 150 pi de R 11. Agiter et apprécier l’intensité de la coloration au 
spectrophotomètre, à 520 mp,, contre un blanc constitué par R II. On peut 
déduire le taux de calcium de la densité optique obtenue à partir de la solution 
étalon, ou reporter la densité optique obtenue sur une courbe, qui est une droite 
pour les taux compris entre 40 mg/1 et 500 mg/1. On peut utiliser aussi un sérum- 
étalon. 


Résultats. 

Les résultats sont donnés dans le tableau suivant. En même temps, un dosage 
de protéines a été fait, par la méthode du biuret. 


N® 

Sexe 

Poids 

(g) 

Ca 

(mg/1) 

Protéines 

(g/l) 

N° 

Sexe 

Poids 

(g) 

Ca 

(mg/1) 

Protéines 

(g/i) 

1 

F 


294 


26 

M 

5,57 

285 

98,2 

2 

F 


260 


27 

M 

6,24 

296 

71,2 

3 

M 

i 4,93 

262 

50,0 

28 

M 

7,83 

253 

74,2 

4 

M 

3,04 1 

357 

82,8 

29 

F 

3,27 

150 

67,0 

5 

F 

3,38 

305 

88,1 

30 

F 

4,12 

309 

71,0 

6 

F 

4,13 i 

270 

74,3 

31 

M 

7,21 

325 

74,0 

7 

M 

5,77 ! 

192 

62,5 

- 32 

M 

6,06 

325 

59,7 

8 

F 

6,65 

245 

90,0 

33 

M 

6,01 

309 

80,0 

9 

M 

1 5,01 

271 

75,6 

34 

F 

5,25 

225 

77,0 

10 

F 

7,27 

278 

81,2 

35 

M 

4,73 

300 

69,7 

11 

F 

5,96 

305 

102,5 

36 

F 

7,47 

324 

78,5 

12 

M 

5,51 

250 

43,3 

37 

F 

12,10 

356 

81,4 

13 

M 

6,80 

245 

76,5 

38 

M 

5,35 ' 

285 

82,7 

14 

M 

5,18 

269 

88,1 

39 

F 

4,95 

324 

56,6 

15 

M 

4,98 

274 

75,0 

40 

M 

4,49 

356 

79,5 

16 

F 

9,10 

202 

42,1 

41 

M 

3,89 

370 

96,5 

17 

F 

6,70 

365 

70,3 

42 

M 

3,02 

300 

76,6 

18 

M 

8,35 

303 

68,7 

43 

F 

5,31 

300 

88,0 

19 

M 

6,82 

246 

74,4 

44 

F 

5,84 

308 

77,3 

20 

F 

5,86 

278 

70,0 

45 

F 

4,18 

245 

53,6 

21 

M 

8,02 

324 

66,7 

46 

F 

6,11 

311 

65,5 

22 

M 

5,66 

296 

88,1 

47 

F 

5,55 

302 

74,4 

23 

M 

4,95 i 

283 

62,5 

48 

F 

6,84 

310 

65,5 

24 i 

M 

5,67 1 

286 

76,7 

49 

F 

9,09 

308 

68,2 

25 

i 

F 

7,62 

1 

254 

70,0 

50 

M 

5,56 

308 

82,4 
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N° 

Sexe 

Poids 

(g) 

Ca 

(mg/1) 

Protéines 

(g/i) 

N o | 

Sexe 

Poids 

(g) 

Ca 

(mg/i) 

! Protéines 

(g/l) 

51 

F 

3,49 

260 

66,7 

62 

F 

6,56 

306 

84,2 

52 

M 

5,40 

302 

71,0 

63 

F 

7,69 

323 

82,9 

53 

, M 

5,26 

294 

55,4 

64 

F 

4,36 

361 

81,4 

54 

M 

3,96 

435 

102,2 

65 

F 

6,88 

340 

91,5 

55 

F 

7,10 

309 

59,7 

66 

M 

4,39 

356 

86,5 

56 

M 

4,99 

332 

71,0 

67 

F 

2,44 

285 

79,6 

57 

F 

4,82 

269 

55,4 

68 

M 

4,03 

340 

88,1 

58 

M 

5,34 

333 

56,8 

69 

M 

6,89 

420 

89,9 

59 

M 

5,81 j 

269 

96,6 






60 

F 

7,78 

322 

68,2 






61 

F 

7,30 

356 

65,3 

Moyenne : 


298 

75,3 



1 






± 45 mg/1 

± 13,2g/l 


Commentaires. 


1. — Choix du dosage : la technique à l’acide chloranilique selon Ferro et 
Bell (2, 3) est facile à adapter en ultramicrométhodc. Un contrôle de sa repro¬ 
ductibilité dans ces conditions a été effectué, en répétant le dosage sur une solu¬ 
tion étalon à 300 mg/1. Pour une série de IG dosages, les résultats ont été les 
suivants : 293 — 300 — 293 — 293 — 293 — 300 — 300 — 300 — 293 — 300 — 
293 — 300 — 302 — 296 — 293 — 293 mg/1, ce qui donne : 


Moyenne m = 296 ± 3,5 mg/1. 


soit un coefficient de variation Cv = — X 100 

m 

4,5 

et une incertitude relative Er — —^ — 1,5 %. 

L 9o 


— -il 0 / 
296 ’ /o ' 


Toutefois, cette reproductibilité et cette précision sont liées à l’emploi régu¬ 
lier des mêmes micropipettes pour le prélèvement de l’hémolymphe (40 (xl) 
d’une part, et l’addition des réactifs d’autre part. 

2. — La teneur moyenne en calcium de l’hémolymphe du Scorpion Androcto- 
nus australis est de 298 ± 45 mg/1. L’étude des paramètres classiques et des 
écarts permet d’assimiler la distribution à une distribution normale (Cf. fig. 1). 
Les valeurs moyennes du taux de calcium sont de 304 ± 47 mg/1 chez le mâle, 
292 ± 45 mg/1 chez la femelle, mais cette différence n’est pas significative. On 
remarquera la grande dispersion des valeurs, comme pour la protidémie et la 
glycémie. 

Chez d’autres espèces de Scorpions, comme Heterometrus swammerdami (6) 
ou Heterometrus fulvipes (7) la teneur en calcium est du même ordre de gran¬ 
deur, et de même chez de nombreux Insectes (1, 13). 

3. — Chez Heterometrus fubipes et Heterometrus swammerdami , une corré¬ 
lation positive a été notée entre taille et calcémie, pour les femelles seulement. 
Chez A, australis , il n’y a pas de telle corrélation, ni chez le mâle, ni chez la 
femelle. 
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4. — Entre calcémie et protidémie, chez A. australis, on obtient, à partir 
de 67 couples de dosages (cf. tableau) un coefficient de corrélation r = 0,41. 
Pour n = 67 déterminations, le coefficient de corrélation est hautement signi¬ 
ficatif pour les valeurs de r > 0,32 ( 4 ). Un test t pratiqué suivant la formule 

t = - ~ (5) conduit à une valeur de t = 11,5, et la probabilité d’avoir un 

\/l — r 2 

tel résultat par un échantillonnage au hasard dans une population sans corré¬ 
lation est extrêmement faible. Ce coefficient reste cependant peu élevé ; il y a 
corrélation positive lâche, entre protidémie et calcémie. Ceci peut être inter¬ 
prété comme l’indice de la liaison d’une fraction variable du calcium dosé avec 
les protéines de l’hémolymphe. On peut essayer de préciser la nature de cette 
corrélation, par analogie avec les observations réalisées sur Homarus america- 
nus (8) où l’hémocyanine apparaît comme constituée de douze sous-unités qui 
se dissocient lorsqu’on élimine le calcium par dialyse. Ainsi peut-on supposer 
que, chez A. australis , l’hémocyanine est également un polymère, à degré de 
polymérisation variable : le calcium, nécessaire à cette polymérisation, serait 
d’autant plus lié, statistiquement, à l’hémocyanine (donc aux protéines) que 
le degré de polymérisation serait plus élevé. Cette hypothèse rendrait compte, 
en même temps, des aspects d’hétérogénéité qu’on peut observer sur les élcctro- 
phorégrainmcs des protéines de l’hémolymphc. 
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Conclusion. 

L’hémolymphe du Scorpion A. australis contient du calcium au taux de 
298 45 mg/1, identique chez les deux sexes, ii y a une corrélation positive 

lâche entre calcémie et protidémie. 
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